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UTILISATION DE TREHALOSE POUR STABILISER UN VACCIN LIQUIDE 

L'invention est relative au domaine des vaccins. Plus particulierement, 
I'invention concerne les compositions vaccinates liquides comprenant, parrni 
5 leurs antigenes, au moins un polysaccharide lie a une proteine porteuse. 

On connaTt, dans Tart anterieur, de telles compositions vaccinates, dont 
certains antigenes, pour etre immunogenes, doivent etre lies a des proteines 
porteuses. C'est notamment le cas des compositions destinees a la vaccination 

10 contre les infections provoquees par la bacterie Haemophilus influenzae de 
type b, qui comprennent, a titre d'antigene vaccinal, le polysaccharide 
capsulaire de la bacterie ou Polyribosylribitol Phosphate (PRP) couple a 
Panatoxine tetanique T. De telles compositions vaccinates ont tendance a 
perdre de leur immunogenicite, et done de leur efficacite au cours du temps. 

15 Pour pallier cet inconvenient, la solution generalement proposee dans i'art 
anterieur est la lyophilisation. Cette solution, satisfaisante d'un point de vue du 
resultat obtenu en rnatiere de conservation de Pimnnunogenicite, presente 
cependant ('inconvenient d'alourdir le procede de fabrication, et done d'en 
accroTtre le cout. En outre, au moment de Padministration du vaccin, il est 

20 necessaire d'effectuer une operation supplementaire de reprise du lyophilisat 
par un liquide sterile, ce qui d'une part represente une contrainte 
supplementaire pour le praticien et d'autre part, cornporte, comme toute 
manipulation, le risque d'etre mal effectuee. II est done souhaitable de trouver 
une autre solution au probleme de la perte d'imrnunogenicite au cours du temps 

25 des antigenes polysaccharidiques lies a une proteine porteuse lorsqu'ils sont 
presents dans une composition vaccinale liquide. 

A cette fin, I'invention propose une composition vaccinale liquide 
comprenant au moins un antigene constitue par un polysaccharide lie a une 
30 proteine porteuse, caracterise en ce qu'elle comprend en outre du trehalose. 

Ainsi, on obtient une composition vaccinale qui, bien que liquide, 
conserve son caractere irnrnunogene au cours du temps, meme lorsqu'elle est 
conservee a temperature ambiante. 
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La presente invention a egalement pour objet un procede de stabilisation 
d'une composition vaccinale liquide comprenant au moins un antigene constitue 
par un polysaccharide lie a une proteine porteuse, caracterisee en ce qu'il 
consiste a ajouter a la composition vaccinale du trehalose. 



Le precede selon I'invention presente I'avantage d'etre simple et rapide, 
ce qui en fait un procede de choix pour un industriel. 

De nombreux autres avantages de la presente invention apparaitront a la 
lecture de la description detaillee qui suit. 

La composition vaccinale selon invention peut etre une composition 
monovalente, e'est-a-dire qu'elle est destinee a la protection contre une seule 
maladie, ou plurivalente, e'est-a-dire qu'elle est destinee a proteger I'individu a 
qui elle a ete administree, contre plusieurs maladies. Dans tous les cas, au 
moins une des valences vaccinales est representee par un antigene 
polysaccharidique lie a une proteine porteuse. Parmi les antigenes 
polysaccharidiques susceptibles d'entrer dans la composition d'un vaccin et 
d'etre stabilises selon I'invention, on peut citer les polysaccharides presents 
dans les capsules de bacteries, les polysaccharides presents dans les parois 
de bacteries Gram negatif ou encore les polysaccharides presents dans les 
parois de champignons. Ainsi, il est possible d'utiliser les polysaccharides 
rencontres dans les microorganismes suivants : Pseudomonas (par exemple 
P. aeruginosa), Staphylococcus, Streptococcus (par exemple S. pneumoniae), 
Klebsiella (par exemple K. pneumonia), Salmonella (par exemple S. typhi et 
S. paratyphi), Escherichia coli, Neisseria (par exemple N. meningitidis), Shigella 
(par exemple S. dysenteria, somnei ou flexneri), Haemophilus (par exemple 
H. influenzae de type b), Moraxella, Vibrio cholerae, Mycobacterium 
tuberculosis, Candida, Cryptococcus neoformans ainsi que Hansenula. 

La presente invention a montre tout son interet pour des compositions 
vaccinales comprenant le polysaccharide capsulaire de Haemophilus influenzae 
type b ou Polyribosylribitol Phosphate. 

Les polysaccharides utilises generalement en tant qu'antigenes 
vaccinaux presentent generalement la caracteristique d'etre T-independants, 
e'est-a-dire notamment que la memoire du systeme immunitaire vis-a-vis de tels 
antigenes est faible et que ces polysacharides ne sont generalement pas 
imrnunogenes chez les jeunes enfants. Afin de les rendre T-dependants, il est 
usuel de les associer a des proteines porteuses (par proteine, au sens de la 
presente invention, on inclut egalement les peptides ou polypeptides) afin 
d'obtenir un conjugue polysaccharide-proteine porteuse. Ces proteines sont 
notamment celles utilisees habituellement dans le domaine des vaccins : 



anatoxine diphterique, anatoxine tetanique, forme mutante non-toxique CRM 197 
de I'anatoxine diphterique, proteine de membrane externe de type 1 (OMP1) de 
Neisseria meningitidis, ainsi que tout peptide ou polypeptide natif ou de 
synthese susceptible de remplir la meme fonction, par exemple les peptides 
decrits dans la demande de brevet W098/31393. 

La liaison du polysaccharide a la proteine porteuse peut varier selon le 
polysacharide et la proteine utilisee. II s'agit generalement de liaison covalente, 
pouvant faire intervenir un bras espaceur. Selon le mode de liaison mis en 
oeuvre, I'antigene obtenu que Ton appelle generalement conjugue, est un 
antigene dans lequel le polysaccharide est lie a la proteine porteuse par une 
seule fonction chimique (conjugues de type soleil ou neoglycoconjugues) ou par 
plusieurs fonctions (conjugues de type rateau ou pelote). 

La composition vaccinate selon I'invention pouvant etre plurivalente, il est 
possible d'ajouter a I'antigene constitue par le conjugue polysaccharide-proteine 
porteuse une ou plusieurs autres valences constitutes egalement par un 
conjugue polysaccharide-proteine porteuse, ou par tout autre antigene de type 
different. Parmi les autres valences susceptibles d'entrer dans la composition 
vaccinale selon I'invention, on peut citer notamment : la coqueluche, la polio, la 
diphterie, le tetanos, I'hepatite (A,B,C...), la varicelle, les oreillons, la rougeole, 
la Dengue, I'encephalite japonaise, la fievre jaune, la rubeole, la grippe, la 
meningite, les pneumonies, ...etc. 

La composition vaccinale selon I'invention peut comprendre en outre tous 
les composants presents habituellement dans un vaccin : tampon ou serum 
physiologique, conservateur, ainsi qu'un ou plusieurs adjuvants. 

Selon une caracteristique de I'invention, cette composition vaccinale 
cornprend, en outre, du trehalose en quantite suffisante pour permettre le 
maintien au cours du temps de Timmunogenicite de I'antigene constitue par le 
conjugue polysaccharidique. 

Le trehalose ou a-D-glucopyranosyl ct-D-glucopyranoside est un 
disaccharide connu pour son action protectrice des proteines lorsqu'elles sont 
soumises a des temperatures elevees, notamment lors d'operations de sechage 
ou lyophilisation. Selon I'enseignement du document US 4 891 319 son action 




-4- 



protectrice pourrait s'expliquer par une substitution des molecules d'eau par des 
molecules de trehalose, les 2 composes comportant des fonctions OH. 

Le trehalose est egalement connu dans Tart anterieur comme protecteur 
5 de cellules. 

De fagon surprenante et sans que cela puisse se deduire des proprietes 
connues du trehalose, il a maintenant ete trouve que ce compose permettait de 
conserver Timmunogenicite de compositions vaccinales, meme dans le cas ou 
10 celles-ci ne seraient pas soumises a une elevation de la temperature ou a un 
procede de sechage. 

Par contre, d'autres sucres testes connus pour avoir des proprietes 
proches du trehalose, notamment le lactose, n'ont pas conduit a des resultats 
15 satisfaisants. 

Selon une caracteristique particuliere de I'invention, on a remarque 
qu'une quantite de trehalose comprise entre 3 et 12 %, et de preference 5, etait 
satisfaisante pour resoudre le probleme de stabilite de la composition vaccinale. 
20 A cette concentration, aucune reaction de toxicite n'a ete relevee. 

Le trehalose convenant aux fins de I'invention doit etre un trehalose de 
qualite pharmaceutique, sans qu'il soit cependant necessaire quMI presente un 
degre de purete absolue. Le trehalose foumi par la Societe SIGMA sous la 
25 reference T9531 convient parfaiternent bien. 

L'addition du trehalose peut etre effectuee au debut du procede de 
fabrication ; il peut egalement etre ajoute dans la formulation a la fin du 
procede, seul ou en melange avec les autres excipients. 

30 

Les exemples qui suivent illustrent plus particulierement un mode de 
realisation de Tinvention. 

Exemple 1 

35 

On prepare 3 compositions vaccinates differentes en procedant de la maniere 
suivante : 
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a- Fabrication de 4 solutions stock cl'excipients 

• solution de Tris Hydroxyl Amino Methane 50 mM- saccharose 42.5 % 
Composition pour 1 litre: 

6.06 g Tris Hydroxyl Amino Methane. 
5 425 g saccharose 
Eau PPI q.s.p.. 1 litre 

• Solution de trehalose a 20% 
Composition pour 400 ml 

10 Trehalose: 80 g 

Eau PPI q.s.p.. 400 ml 

PH=7 +0.1 apres ajustement avec une solution de soude 2.5N 

• Solution de chlorure de sodium 2M 
15 Composition pour 1 litre 

Chlorure de sodium: 117 g 
Eau PPI q.s.p.. 1 litre 

• Solution de Tris Hydroxyl Amino Methane 50 mM 
20 Composition pour 1 litre 

Tris Hydroxyl Amino Methane: 6.06 g 
HCI 5N: 8.54 ml 
Eau PPI q.s.p.. 1 litre 

25 b- Fabrication de 3 solutions d'excipients (A,B,C) a partir des 4 solutions stocks 
precedentes. Les volumes des solutions stocks utilises sont indiques dans le 
tableau ci dessous: 



Solutions stock 


Excipient 1 


Excipient 2 


Excipient 3 


Solution Tris Hydroxyl 
Amino Methane 50 mM, 
saccharose 42.5 % 


72.6 ml 


0 


0 


Solution trehalose 20% 


0 


100ml 


200 ml 


Solution de chlorure de 
sodium 2M 


0 


19ml 


0 


Solution Tris Hydroxyl 
Amino Methane 50 mM 


0 


72.6 ml 


72.6 ml 


Eau PPI 


q.s.p.. 363 ml 


q.s.p.. 363 ml 


q.s.p.. 363 ml 



30 c- Chaque solution d'excipient est sterilisee par filtration sur un filtre Millipack 
60 de 0.22pm de seuil de coupure 

d- Pour obtenir chacune des compositions vaccinales, on ajoute dans un flacon 
Schott de 500 ml sterilise par autoclave, dans I'ordre : 290 ml de chacune 
35 des solutions d'excipients preparees puis 29.6 ml d'une composition 
contenant du PRP-T et du saccharose. Les flacons sont places sous 
agitation 5 minutes a temperature ambiante puis 2 heures £ 4°C. 
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e- Chaque composition est repartie dans des flacons peni en verre qui sont 
maintenus 6 mois a 25°C. 

La composition finale de chaque formulation est resumee dans le tableau 
5 suivant : 





Composition A 


Composition B 


Composition C 


PRP-T 

(pg de polyoside /ml) 


20 


20 


20 


Tris Hydroxyl 
Amino Methane (mM) 


10 mM 


10 mM 


10 mM 


Saccharose (%) 


8.5% 


0.78% 


0.78% 


Trehalose (%) 


0% 


5% 


10% 


NaCI (mM) 


0 


0.095 mM 


0 



Exemple 2 



10 On dispose de 5 lots de 8 souris femelles OF 1, d'un poids de 22 a 24 
grammes. Les souris sont reparties par lots de 8. Chaque lot est utilise pour 
tester une des compositions vaccinales A, B, ou C obtenues selon Texemple 1, 
une composition vaccinale servant de temoin negatif (comprenant uniquement 
du PRP non conjugue) ainsi qu'une composition vaccinale servant de temoin 

15 positif qui est constitute du vaccin Act-Hib™ commercialise par la Societe 
PASTEUR MERIEUX Serums et Vaccins. 

On administre a chaque souris, par voie sous-cutanee, 0,5 ml de la composition ^ 
vaccinale a tester correspondant a 2,5 jag de polyoside. Chaque souris regoit 
20 une injection a JO et une injection de rappel a J14. 

Le serum de chaque souris est preleve a JO, J14 et J21. 

Exemple 3 

25 

Les serums preleves sont titres par Radio Immuno-Assay. Les resultats 
obtenus sont exploites de la maniere suivante : 

• La moyenne geometrique est caiculee a partir du titre des 8 sera. 

30 • Le % de souris repondeuses (serum ayant un titre >0.5) est determine. 

• La difference des titres obtenue a J14 et J21 est caiculee de maniere a 
evaluer Teffet de Tinjection de rappel. 



Le produit est declare conforme lorsque les 3 conditions suivantes sont 
remplies : 

• A J21, au moins 75 % des souris ont un titre >=0,5. 

• La difference entre les titres obtenus a J14 et J21 est statistiquement 
significative. 

• La difference de titre entre le produit teste et le temoin positif n'est pas 
statistiquement significative a J21. 



Les resultats obtenus sont resumes dans le tableau suivant : 





GMT a J14 


GMT a J21 


Conformite du 
Produit 


Temoin Negatif 


< 0,09 


0,05 




Temoin Positif 


<0,1 


1,3 


+ 


Composition A 


0,33 


0,99 




Composition B 


0,13 


1,6 


+ 


Composition C 


0,11 


2,9 


+ 



Ces resultats montrent que les compositions vaccinales selon ('invention 
conservent leur immunogenicite apres stockage pendant 6 mois a 25°C. 



Des tests effectues de la meme fagon sur des compositions stockees a 37°C, 
ont montre qu'une composition selon I'invention, comprenant 5 % de trehalose, 
conservait son caractere immunogene meme apres 3 mois de stockage. 
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REVENDI CATIONS 

1. Composition vaccinate liquide comprenant au moins un antigene constitue 
5 par un polysaccharide lie a une proteine porteuse, caracterise en ce qu'elle 

comprend en outre du trehalose. 

2. Composition vaccinale selon la revendication 1, caracterisee en ce que ledit 
polysaccharide est le polysaccharide capsulaire de Haemophilus influenzae 

10 type b ou Polyribosylribitol Phosphate. 

3. Composition vaccinale selon la revendication 1, caracterisee en ce que ledit 
polysaccharide est un polysaccharide de Pneumocoque. 

15 4. Composition vaccinale selon la revendication 1, caracterisee en ce que ledit 
polysaccharide est un polysaccharide de meningocoque. 

5. Composition vaccinale selon une des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que ladite proteine porteuse est I'anatoxine tetanique. 

20 

6. Composition vaccinale selon une des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que ladite proteine porteuse est I'anatoxine diphterique. 

7. Composition vaccinale selon une des revendications precedentes, 
25 caracterisee en ce que la quantite de trehalose est comprise entre 3 et 12 % 

en masse. 

8. Compositions vaccinates selon la revendication precedente, caracterisee en 
ce que la quantite de trehalose est d'environ 5 %. 

30 

9. Procede de stabilisation d'une composition vaccinale liquide comprenant au 
moins un antigene constitue par un polysaccharide lie a une proteine 
porteuse, caracterisee en ce qu'il consiste a ajouter a la composition 
vaccinale du trehalose. 

35 

10. Procede selon la revendication 9, caracterise en ce que la quantite de 
trehalose a ajouter est comprise entre 3 et 12 % en masse. 



